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Актуальність теми. Останнім часом все частіше з метою лікування і профілактики різних захворювань людини і тварин використовуються ліки на основі мікроорганізмів – пробіотики (Янковский Д. С., 2004; Weizman Z., 2005). Для виробництва пробіотиків використовуються мікроорганізми різних видів, з різною потребою в живильних речовинах і кисні, але всі вони повинні відповідати певним вимогам (Gorbach S. L., 2000): наявність корисної дії на організм господаря, підтвердженим лабораторними дослідженнями і клінічними спостереженнями, при тривалому використанні вони не повинні викликати побічних ефектів; штами мають бути непатогенними і нетоксичними; наявність потенціалу колонізації, тобто збереження в травному тракті до досягнення максимальної позитивної дії; наявність вираженої антагоністичної активності по відношенню до патогенних і умовно патогенних мікроорганізмів; наявність стабільних характеристик як в клінічному, так і в технологічному плані; при введенні у великих кількостях вони повинні володіти мінімальною здібністю до транслокації з просвіту травного тракту у внутрішнє середовище макроорганізму. При цьому постійно реєструються нові препарати, їх форми випуску, розширюються показання до застосування цих препаратів (Бондаренко В. М., 2003). Перспективним і актуальним напрямом є вдосконалення складу пробіотиків (Вахитов Т. Я., 2005) – окрім самих мікроорганізмів, включаються речовини і метаболіти, які сприяють ефективнішому розмноженню пробіотичної флори, посиленню захисних сил організму, нормалізації обмінних процесів. Відомо також, що особливу роль в організмі грають мікроелементи. Виключно важливим мікроелементом є селен. Він відомий як універсальний антиоксидант (D. P. Jones, 2008; Foster, Sumar, 1997; Авцын 1991), входить до складу багатьох незамінних ферментів (P. R. Hoffmann 2007), володіє антиканцерогенною (Hill, Burk, 1997), кардіопротективною (Bjerregaard, 1996; Mihailovic et al.,1998; To et al.,1996; Vinceti et al.,1994), противірусною (Cowgill 1997), радіопротекторною (Книжників і ін., 1993), іммуномодулюючою (Arthur J. R. 2003) дією, а також бере участь в багатьох важливих процесах в організмі (J. Kohrle, 2005; G. J Beckett 2005) будучи есенційним мікроелементом. 
Відомо, що селен у складі своїх з'єднань інтенсивно поглинається мікроорганізмами кишечника при пероральному введенні його препаратів, що може знижувати їх ефективність (Kvicala et al., 1995).
Запропоновані різні методи корекції вмісту селену в макроорганізмі, у тому числі використання нетрадиційних джерел - біологічно активних добавок (селен у складі комплексів вітамінів, жирних кислот, незамінних амінокислот, b-каротіну і так далі). 
Таким чином, при величезній значущості селену і пробіотиків в підтримці здоров'я людини, залишається маловивченим вплив солей селену на пробіотичні мікроорганізми, їх біологічні властивості, вплив на умовно патогенні і патогенні мікроорганізми, а також дія селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів на людину і тварин. Дисертантом було вивчено вплив селену на групу пробіотичних мікроорганізмів: мікроаерофілів, факультативних анаеробів і аеробів. Як модель були вибрані A.viridans 167, E.coli М 17 і B.subtilis 3.
Зв'язок роботи із науковими програмами, планами, темами. Робота є фрагментом планової науково-дослідної роботи ДДМА: "Медико-мікробіологічне обґрунтування формування повторних, рецидивуючих та хронічних захворювань органів дихання у дітей і розробка методів їх корекції за допомогою пробіотиків", державний реєстраційний номер 0106U001587. Дисертант особисто вилучав пробіотичні мікроорганізми з організму дітей, вивчав вплив селену на властивості виділених мікроорганізмів.
Тема дисертації затвержена на засіданні Координаційної ради ДДМА від 23 березня 2007 року.
Мета й завдання дослідження. Мета роботи полягає в комплексній оцінці впливу солей селену на пробіотичні мікроорганізми: A.viridans 167, B.subtilis 3, E.coli М17, їх біологічні властивості і можливість введення селену в макроорганізм за допомогою явища транслокації для подальшого удосконалення пробіотиків та підвищення захисних сил организму.
Для досягнення поставленої мети сформульовано такі завдання:
1.	Дослідити вплив різних концентрацій селену на морфологічні, фізіологічні і біохімічні властивості A.viridans 167, B.subtilis 3, E.coli М 17. 
2.	Вивчити динаміку поглинання селену бактерійними клітинами пробіотичних та умовно патогенних мікроорганізмів. 
3.	Розробити систему візуалізації взаємодії між пробіотичними мікроорганізмами і препаратами селену.
4.	Провести мониторинг мікроорганізмів, які продукують АФК на базі розробленого індикаторного середовища. 
5.	Визначити антіоксидантні властивості пробіотичних та умовно патогенних мікрооганізмів за допомогою реакції дифузії в агаровому гелі. 
6.	Провести порівняльне вивчення біологічних властивостей селенвмісних і вихідних пробіотичних мікроорганізмів, їх впливу на поглинання кисню і резистентності до окислювачів (Н2О2, HClO-).
7.	Оцінити можливість введення селену в організм щурів при його пероральному введенні за допомогою явища транслокації.
Об’єкт дослідження: селенвмісні пробіотичні мікроорганізми - A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3.
Предмет дослідження: Вплив солей селену на пробіотичні мікроорганізми - A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3, зміна їх морфології, вплив різних концентрацій солей селену на біологічні властивості цих мікроорганізмів. Транслокація селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів. Рівень селену у сироватці крові та сечі експериментальних тварин при транслокації селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів.
Методи дослідження: мікробіологічні, біохімічні, вольтамперометричний метод, математико-статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. Доказано, що селен активно поглинається пробіотичними і умовно патогенними мікроорганізмами, починая з його концентрації в живильних середовищах – 10 мкг/мл. Поглинання селену мікроорганізмами веде до підвищення їх резистентності до окислювачів (Н2О2 ,  НСІО).
Встановлено, що при транслокації селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів в організмі щурів спостерігається підвищення концентрації селену у крові і сечі тварин, що може сприяти корекції концентрацій селену при селендифіцитних станах макроорганізмів.
Показано збереження, а в деяких випадках, посилення антагоністичного впливу селенвмісних A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 на умовно патогенну та патогенну мікрофлору. Вивчено динаміку поглинання селену пробіотичними мікроорганізмами. Визначено можливість накопичення селену у клітинах умовно патогенних мікроорганізмів.
Встановлено ступінь поглинання солей селену пробіотичною асоціацією A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 та умовно патогенних мікроорганізмів при рості в рідкому поживному середовищі. Доказано зберігання антагоністичного впливу селенвмісних A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 на умовно патогенну та патогенну флору. 
На базі окислення лактату лактатоксидазою аерококів розроблена система для оцінки антиоксидантної дії пробіотичних мікроорганізмів та інших речовин, володіючих антиоксидантними властивостями.
Практичне значення одержаних результатів. Одержані дані показали відсутність значного антагонізму між пробіотичною асоціацією A.viridans167, E.coli М 17 та B.subtilis 3, що в свою чергу можна використовувати для сумісного культивування цих пробіотичних мікроорганізмів з метою створення нової мультипробіотичної субстанції. 
Розроблена серія індикаторних середовищ для візуалізації біохімічних властивостей вивчаємих пробіотичних мікроорганізмів. На базі реакції окислення молочної кислоти розроблена модель для вивчення антиоксидантної дії пробіотичних мікроорганізмів і біологічних субстратів.
Встановлено концентрації солей селену, при яких спостерігався активний ріст пробіотичних мікроорганізмів, а також концентрації, при яких цей процес гальмувався. Враховуючи, що як пробіотичні так і умовно патогенні мікроорганізми здатні рости в присутності солей селену, при цьому змінювати забарвлення колоній на червоне вже при дуже низьких концентраціях (10 мкг / мл), можливо використовувати даний факт для перевірки знаходження солей селену в деяких речовинах (ліки, препарати селену) шляхом посіву вивчених мікроорганізмів на середовище, в яке добавлена вказана речовина.
Отримані данні увійшли у методичні рекомендації: Методи виділення та ідентифікації грампозитивних каталазонегативних коків. – Київ, 2009 та у інформаційний лист: Моніторинг мікроорганізмів, які продукують активні форми кисню в організмі людини. – Київ, 2009.
Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно проведено аналіз літератури за темою дисертації та патентно-інформаційний пошук. Особисто виконано практичну й експериментальну частини роботи: зокрема, вивчення біологічних властивостей пробіотичної асоціації A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3, вивчення відмінностей між «вихідними» та селенвмісними A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3, вивчення впливу різних концентрацій солей селену на A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3, визначення концентрацій селену в клітинах мікроорганізмів та супернатанті, вивчення відношення селенвмісних A.viridans 167, E.coli М17 та B.subtilis 3 до умовно патогенної та патогенної флори, проведено експерименти з транслокації, було взято участь в розробці системи для оцінки антиоксидантної дії пробіотичних мікроорганізмів.
Автор прийняв участь у розробці методичних рекомендацій «Методи виділення та ідентифікації грампозитивних каталазонегативних коків» та інформаційного листа «Моніторинг мікроорганізмів, які продукують активні форми кисню в організмі людини».
Особисто проведено статистичну обробку результатів досліджень та оформлення дисертації. Постановка мети, завдань та обговорення одержаних результатів проводилась спільно з науковим керівником.
Автор висловлює щиру подяку співробітникам обласної СЕС Дніпропетровської області за допомогу в наданні клінічного матеріалу для досліджень та допомогу в визначенні концентрації селену в клітинах мікроорганізмів та супернатанті, крові лабораторних тварин.
Апробація роботи. Основні наукові положення дисертації доповідались та обговорювались на Всеукраїнських науково-практичних конференціях (з міжнародною участю) «Новые информационные технологии в медицине, биологии, фармакологии и экологии» (г. Ялта-Гурзуф, 31 мая-9 июня 2006 г.); «Мікробні технології» (м. Одеса, 11-15 вересня 2006 р.); «Пошук та розробка нових профілактичних і лікувальних засобів, антисептиків, дезінфектантів та пробіотиків» (м. Харків, 20-21.11.2006 р.); «Епідеміологія, сучасні методи діагностики та профілактики гострих інфекцій дихальних шляхів» (м. Київ, 7-8 лютого 2007 р.); «Актуальні проблеми екології мікроорганізмів» (м. Тернопіль, 7-8 вересня 2007 р. ); «Екологічні проблеми техногенно-навантажених регіонів» (Дніпропетровськ, 12-14 травня 2008 р.); «Counteraction to chemical biological terrorism at a national and local level in the East Europe countries» (Dnipropetrovsk, October 14-17, 2008); "Сучасні проблеми епідеміології, мікробіології та гігієни" (Львів .- 2006); «Основните проблеми на съвременната наук» (м. Софія, 2009); 12 З’їзді товариства мікробіологів ім. С.В. Виноградського (м. Ужгород, 25-30 травня 2009), «Довкілля і здоров’я» (Тернопіль, 24-25 квітня 2009).
Публікації. За темою дисертації опубліковано 22 наукових праці (2 – одноосібно), у тому числі 9 статей (6 статей у фахових виданнях, рекомендованих ВАК України), 1 патент на винахід, 1 методичні рекомендації, 1 інформаційний лист та 10 тез в матеріалах науково-практичних конференцій та з’їздів.
Обсяг і структура дисертації. Робота викладена на 142 сторінках машинописного тексту, складається із вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, чотирьох розділів власних досліджень, аналізу й узагальнення результатів досліджень, висновків. Робота ілюстрована 28 таблицями (4 стор.) та 44 рисунками. Список використаних джерел, який викладено на 25 сторінках, містить 268 посилань, серед яких українською та російською мовами 105 та 163 роботи іноземних авторів.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Огляд літератури містить 1 розділ і 8 підрозділів, в яких стисло викладено проблемні питання взаємовідносин пробіотичних бактерій: аерококів, кишкових паличок і бацил. Детально розглянута роль селену для макроорганизму і відмічено практично повну відсутність даних за поглинання селену пробіотичними та умовно патогенними мікроорганізмами.
Матеріали і методи досліджень наведено у другому розділі. 	Об'єктом дослідження були пробіотичні мікроорганізми A. viridans 167, B. subtilis 3 та E. coli М 17, що вирощувались на різних поживних середовищах (МПБ, грибний бульйон, казеїновий бульйон, МПА) селенвмісні та без селену. Об'єктом дослідження антагоністичних властивостей A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 по відношенню до умовно патогенних мікроорганізмів були музейні штами: S. saprophyticus (АТСС 15305), S. epіdermіdіs (АТСС 14990), S. aureus (АТСС 25923), P. vulgarіs (АТСС 6896), P. аerugіnosa (АТСС 9207), а також дикі штами: S. aureus, S. epіdermіdіs, S. saprophytіcus, E. colі, P. vulgarіs, P. aerugіnosa, S.pyogenes, S.haemolyticus, K. pneumonіae та C. albіcans, виділені з патологічного матеріалу в баклабораторіях м. Дніпропетровська, Кривого Рогу, Дніпродзержинська, Павлограду, Нікополя. Антагоністична дія A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis досліджувалася також на патогенних та умовно патогенних N.menіngіtіdіs, C. diphtheriae, N. mucosa, N. lactamica, N. sicca виділених у вогнищах інфекції від хворих і носіїв у м. Дніпродзержинську.
Для посіву матеріала та ідентифікації культур використовувались методики, що викладені в приказі №535 от 22.04.1985г. "Об унификации микробиологических (бактериологических) методов исследования, применяемых в клинико-диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений".
Чутливість до антибіотиків визначали відповідно з наказом МОЗ Украйни № 167 від 5.04.2007 «Методичні вказівки по визначенню чутливості мікроорганізмів до антибактеріальних препаратів. МВ 9.9.5 – 143 – 2007».
Приготування реактивів, поживних середовищ проводили згідно ГОСТ 10444.1 – 84 (СТ СЭВ 3833 - 82) «Приготовление растворов, реактивов, красок, индикаторов и питательных сред, применяемом в микробиологическом анализе» та ГОСТ 4919.1 – 77 «Методические рекомендации по организации хранения, учета и применения химических реактивов в лабораториях санэпидстанций для внедрения в работу бактериологических лабораторий». – М., 1984.
A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 добре росли на звичайному поживному бульоні та агарі. Також використовувались наступні середовища: ЕНДО - для зрісту E.coli, СІС-1 та СІС-2 (селективно-індикаторне середовище)–для зрісту A.viridans, грибний та казеїновий бульйони.
Вивчення антагонізму A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 по відношенню до умовно патогенної та патогенної мікрофлори проводили методом відстроченого антагонізму (Риженко С. А. з співав., 2002). 
Автором сумісно з співавторами (Кременчуцький Г. М., Хілько Л. В., 2007) було розроблено високочутливий метод визначення продукції активних форм кисню (АФК). Мікроорганізми, які продукують АФК засіваються на поверхню індикаторного живильного середовища (ІЖС-1) яке має в складі (г на 1 л води): живильний агар - 30,0; розчинний крохмаль - 10,0; йодид калію - 1,0. Після 24 годин інкубації при 370С поверхня агару обробляється 5 мл 10% H2SO4. Після 10 - 15 хв. експозиції в зонах росту ізольованих колоній або окремих осередків росту, які продукують водень пероксиду з'являється темно-синє забарвлення. 
За допомогою електроду Кларка (Кременчуцький Г. М, Аренков П. Я., 1989) вивчалось поглинання О2 при окисленні аерококами молочної кислоти і вплив на цей процес селенвмісних A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 і умовно патогенних мікроорганізмів. Активність лактатоксидази визначалась за методом визначення відновлення 2.6-діхлорфеноліндофенола.
Для проведення експериментів по транслокації досліджувані мікроорганізми вирощувалися на елективних живильних середовищах, що містили 400 мкг / мл Na2SeO3. Білим щурам лінії Вістар через зонд в шлунок вводили по 1 млрд суспензії селенвмісних (0,5 – 0,7 мг) A.viridans 167, E.coli M17, B.subtilis 3. Мінімальна транслоцируюча доза була встановлена шляхом проведення попереднього експерименту (Кутовий О. Б., 2003).
Забір периферичної крові у щурів вироблявся з вени хвоста до і через 90 хвилин після введення селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів. Зразки крові та сечі висівалися на середовище Ендо для визначення наявності кишкової палички, на селективно-індикаторне середовище СіС-2 для визначення аерококів і на МПА для підрахунку кількості бацил. Вміст селену в клітинах A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 та супернатанті а також крові лабораторних тварин визначався за допомогою інверсійно-вольтамперометричного методу з використанням аналізатору вольтамперометричного АВА-2 фірми «Буревестник» (Росія). 
Отримані результати оброблені методами варіаційної статистики пакета Excel Microsoft.
Результати власних досліджень викладено в третьому — п’ятому розділах.
З метою визначення ролі мікроорганізмів у поглинанні селену з його сполук важливо було проаналізувати динаміку поглинання селену у залежності від концентрації селенвмісної сполуки, виду поживного середовища, часу вирощування досліджуваних мікроорганізмів. Встановлено, що A.viridans 167, E.coli M 17, B.subtilis 3 при вирощуванні на середовищах, що містять натрію селеніт, активно поглинають селен, відновлюючи його до елементарного стану, що приводить до червоного забарвлення клітин і відповідно накопичуваної біомаси. Селенвмісні культури пробіотичних мікроорганізмів змінюють свої морфологічні, фізіологічні і біохімічні властивості. Збільшується морфологічна гетерогенність клітин, посилюється антагоністична активність відносно умовно патогенних і патогенних бактерій, посилюється глутатіонпероксидазна активність.
В табл. 1 представлені дані по здатності A.viridans 167, E.coli M 17, B.subtilis 3 рости в присутності Na2SeO3 та поглинанню селену при рості на рідкому поживному середовищі.

Таблиця 1
Поглинання селену A.viridans, E.coli та B.subtilis при рості на рідкому поживному середовищі, що містить Na2SeO3
Мікро-організм	Концентрація Na2SeO3. мкг/мл
	10	25	50	100	500	1000
A.viridans	Ріст + (осад та помутніння),Світло-червоне забарвлення 	Ріст + (осад та помутнін​ня), Світ​ло-червоне забарвлен-ня 	Ріст + (осад та помутнін​ня), більш помітне червоне забарвлення 	Ріст + (осад та помутнін​ня), Насиче​не червоне забарвлення 	Ріст + (осад та помутніння), Насичене червоне забарвлен-ня 	Ріст + (осад та помутніння), Насичене червоне забарвлен-ня 
B.subtilis	Ріст + (плівка на поверхні середовища, осад світло- червоного забарвлення)	Ріст + (плівка на поверхні середови-ща, осад світло-чер​воного за​барвлення)	Ріст + (плівка на поверхні середовища, осад черво​ного забарв​лення)	Ріст + (плівка на поверхні середовища, осад червоного забарвлення)	Ріст + (плівка на поверхні середови-ща, осад червоного забарвлен-ня)	Ріст + (плівка на поверхні середови-ща, осад червоного забарвлен-ня)
E.coli	Ріст + (виражене помутніння, осад світло-червоного кольору)	Ріст + (виражене помутнін-ня, осад світло-чер​воного кольору)	Ріст + (виражене помутніння, осад червоного кольору)	Ріст + (виражене помутніння, осад червоного кольору)	Ріст + (виражене помутнін-ня, осад насиченого червоного кольору)	Ріст + (виражене помутнін-ня, осад насиченого червоного кольору
Після 24 годин інкубації в пробірках з бульйоном спостерігався характерний для кожного виду мікробів ріст: для A. viridans 167 – ніжний осад та рівномірне помутніння, для E. coli М 17 – достатньо сильне рівномірне помутніння з осадом, для B. subtilis 3 – невеликий осад та щільна плівка на поверхні середовища. При цьому середовище, осад, плівка набували червоного кольору, що свідчило про поглинання селену. Забарвлення спостерігалось вже при концентрації 10 мкг / мл Na2SeO3, становлючись рівномірно більш насиченим при збільшенні концентрації Na2SeO3. При мікроскопії осаду A. viridans 167, E. coli М 17 та B. subtilis 3 спостерігались мікроколонії та поодинокі мікроорганізми. Також відмічено, що зазначені концентрації Na2SeO3 суттєво не змінюють морфологічні властивості даних мікроорганізмів, проте при збільшенні концентрації Na2SeO3 (1000 мкг/мл) клітини набувають більш великих розмірів, при цьому не втрачаючи своєї форми (коки, палички). Особливо треба відмітити, що відновлення селену й зміна кольору клітин починалась з присутності в рідкому середовищі невеликої концентрації Na2SeO3 – 10 мкг/мл. Також було досліджено лактобактерії та біфідобактерії. Для виділення лактобактерій та біфідобактерій використовували лактобактагар та середовище Блаурокка з додаванням Na2SeO3. Виявилось, що біфідо та лактобактерії теж добре росли при додаванні Na2SeO3, змінюючи колір колоній на червоний, проте при концентрації Na2SeO3 500 - 1000 мкг/мл спостерігалась затримка росту навіть до повній інгібіції. Вищевказане дає можливість допустити, що метаболізм селену в макроорганізмі може починатися з мінімальних концентрацій та за участю усієї мікробіоти на протязі усього кишечнику.
Для вивчення динаміки накопичення селену клітинами A. viridans 167, B. subtilis 3, E. coli М 17 при зростанні на рідких живильних середовищах, що містять Na2SeO3 були використані такі рідкі поживні середовища: грибний бульйон (ГБ), м’ясо-пептонний бульйон (МПБ), казеїновий бульйон (КБ). Результати експерименту показали, що мікробні клітини активно накопичують селен, збільшуючи його концентрацію всередині клітин з 6 по 24 години культивування (в середньому в 2,2 рази при концентрації Na2SeO3 50 мкг/мл; в 2,8 разів при концентрації Na2SeO3 100 мкг/мл; в 2,8 рази при концентрації Na2SeO3 500 мкг/мл; в 2,6 разів при концентрації Na2SeO3 1000 мкг/мл.). При цьому змінюється колір мікробної біомаси на червоний. Пропорційно накопиченню селену клітинами мікроорганізмів йде зменшення його концентрації в супернатанті (в середньому в 4,1 рази при концентрації Na2SeO3 50 мкг/мл; в 3,6 рази при концентрації Na2SeO3 100 мкг/мл; в 3,9 рази при концентрації Na2SeO3 500 мкг/мл; в 4,8 рази при концентрації Na2SeO3 1000 мкг/мл;). Також можна зробити висновок, що накопичення селену всіма досліджуваними видами мікроорганізмів в осаді було практично однаковим в усіх трьох середовищах (МПБ, ГБ, КБ), проте, при рості на МПБ відмічалось дещо більше накопичення. Найбільш активно накопичували біомасу E. coli, потім B. subtilis та A. viridans. В поживних середовищах без додавання Na2SeO3 найбільший рівень селену відмічався в ГБ. Ці дані вказують на стабільність поглинання селену клітинами мікроорганізмів.
При дослідженні поглинання селену A. viridans 167, B. subtilis 3, E. coli М 17 при рості на щільних живильних середовищах, що містять Na2SeO3 отримано експериментальні дані, які свідчать про те, що A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 добре ростуть на щільних поживних середовищах, що містять Na2SeO3. При цьому колонії мікроорганізмів забарвлювалися в червоний колір, що свідчить про відновлювання селену з солі Na2SeO3. Забарвлення колоній спостерігалось вже при концентрації 10 мкг/мл Na2SeO3, становлючись рівномірно більш помітним при збільшенні концентрації Na2SeO3. Хоча, істотно відрізнити ступінь забарвлення в діапазоні 500-1000 мкг/мл дуже важко. При концентрації 1000 мкг/мл спостерігався поліморфізм колоній. 
При оцінці морфологічного стану селенвмісних мікроорганізмів використовувалась фазово-контрасна мікроскопія. При цьому, зазначені концентрації Na2SeO3 суттєво не змінюють морфологічні властивості даних мікроорганізмів, проте при збільшенні концентрації Na2SeO3 клітини набувають поліморфізму, при цьому не втрачаючи своєї форми (коки, палички). Також зберігались біохімічні та інші властивості селенвмісних мікробів (оксидазна, каталазна активність, антагонізм по відношенню до умовно патогенної флори, тощо), а також збільшувалась антиоксидантна активність (рис. 3, 4).
Нас цікавила можливість поглинання селену різними видами мікроорганізмів, що мешкають у кишечнику, так як вміст селену в бактеріальних клітинах може змінювати їх властивості, а також поглинання селену мікрофлорою може сприяти його виведенню з організму з калом та обмежувати його потрапляння в макроорганізм. Для дослідження поглинання селену умовно патогенною флорою були взяті умовно патогенні мікроорганізми: S. аureus ATCC 19433, C. albicans ATCC 885653, P. aeruginosa ATCC 27853 F-51, K. pneumoniae АТСС 700603. Отримані дані свідчать про те, що всі досліджувані умовно патогенні мікроорганізми добре росли на поживних середовищах, що містили Na2SeO3. При цьому колонії мікроорганізмів забарвлювалися в червоний колір, що свідчить про відновлювання селену з солі Na2SeO3. Забарвлення колоній спостерігалось вже при концентрації 10 мкг/мл Na2SeO3, становлючись рівномірно більш помітним при збільшенні концентрації Na2SeO3. При концентрації Na2SeO3 1000 мкг/мл спостерігалось зменшення розміру колоній. 
Визначення оксидної активності пробіотичних мікроорганізмів, зокрема - аерококів, проводилось за допомогою селективно-індикаторного середовища, на якому спостерігалась зміна забарвлення середовища при специфічній обробці навколо росту мікроорганізмів (рис.1, 2)


                        
Рис.1. Зони фарбування                              Рис.2. Зони фарбування навколо
навколо колоній A.viridans 167                            бляшок росту A.viridans 167

Ця властивість характерна не тільки для A. Viridans 167 та інших мікроаерофільних мікроорганізмів, що окисляють органічні кислоти (педіококи, хелкококи). Інші грампозитивні каталазонегативні мікроорганізми в меншому ступені мають цю здатність, окислюючи відновлений нікотинаміддинуклеотид.
Розроблена індикаторна система (розчинний крохмаль + калия йодид), введена в середовище з очищеним агар-агаром з'явилася зручною базою для створення моделі окислення D,L – молочної кислоти лактатоксидазою, яка може бути використана для визначення антиоксидантних властивостей неорганічних і органічних речовин. До цих пір відома подібна система – ксантіноксидаза-ксантін, яка не використовується у варіанті гелю, а лише при кольоровій індикаторній реакції в рідких середовищах з реєстрацією результатів на фотоелектроколориметрі. На підставі проведених експериментів можна зробити висновок, що створений індикаторний гель з доповненням різних індикаторних компонентів дозволяє реєструвати окислювальні і відновні властивості комплексів неорганічних і органічних сполук. Показана можливість використання розробленої системи: "індикаторний гель – окислювач - субстрат окислення" для оцінки антиоксидазної активності мікроорганізмів, що містять і не містять селен (рис. 3, 4,).


                                
Рис. 3. Вплив A.viridans 167 і                        Рис. 4. Вплив S. aureus ATCC A.viridans167+Se на оксидазну                        19433 і S. aureus ATCC 19433 +Se
реакцію в гелі.                                                   на оксидазну реакцію в гелі.

З рис. 3, 4 можна спостерігати пригноблення зони окислення лактату лактатоксидазою. Для можливості суспільного культивування «вихідних» та селенвмісних A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 вивчався вплив вказаних мікроорганізмів один на одного за допомогою відстроченого антагонізму. Проведена серія експериментів показала практично повну відсутність антагонізму між вказаною групою мікроорганізмів – як «вихідними» так і селенвмісними.
Проводилось вивчення антагоністичної активності «вихідних» та селенвмісних А.viridans 167, Е. coli М 17, B. subtilis 3 по відношенню до деяких музейних штамів УПМФ. Результати представлені в таблиці 2.






Вплив селенвмісних А.viridans, Е. coli, B. subtilis на музейні штами умовно патогенних мікроорганізмів (M±m)
№ штама	Вид збудника	Зони затримки росту (мм)







При дослідженні антагоністичної активності «вихідних» та селенвмісних А.viridans 167, Е. coli М 17, B. subtilis 3 по відношенню до патогенної і умовно патогенної мікрофлори, що була виділена з носо і ротоглотки дітей різних вікових категорій з кардіопатологією, контактних дітей по хворих туберкульозом органів дихання, медперсоналу родових відділень, працівників дитячих дошкільних установ, працівників хімічної, харчової промисловості, трубопрокатного виробництва вдалось встановити, що культури селенвмісних А.viridans 167, Е. coli М 17, B. subtilis 3 і вихідних культур володіють антагоністичною активністю до більшості представників умовно патогенної і патогенної мікрофлори, виділених із слизу носо і ротоглотки осіб, що не мають гострої патології верхніх дихальних шляхів. Тобто, накопичення селену в клітинах пробіотичних мікроорганізмів, не знижує їх антагоністичної активності, що не є протипоказанням для їх вживання як препарати для корекції мікробіоценозів і лікування хворих з патологією верхніх дихальних шляхів та інших патологічних станів.
При проведенні дослідження антагоністичної дії селенвмісних та «вихідних» А.viridans 167, Е. coli М 17, B. subtilis 3 по відношенню до деяких патогенів та умовно патогенів (N. meningitidis гр. В, N. meningitidis гр. Y, N. meningitidis гр. X, N. meningitidis гр. Z, N. meningitidis гр. C, C. diphtheriae v. gravis tox+, N. mucosa, N. lactamica, N. sicca), виділених у вогнищах інфекції від хворих і носіїв у м. Дніпродзержинську зроблено висновок, що селенвмісні А.viridans 167, Е. coli М 17, B. subtilis 3 або не втрачають або збільшують (в середньому на 1-2 мм) антагоністичний вплив на вказану патогенну мікрофлору.
Були проведені експерименти по пригнобленню поглинання кисню в оксидазній системі «лактатоксидаза – лактат». Відсоток пригноблення поглинання кисню вихідними і селенвмісними штамами представлений в табл. 3 і дає показову картину відносно системи "лактатоксидаза – лактат".

Таблиця 3
Відсоток пригнічення оксидазної реакції системи "лактатоксидаза + лактат"
№ п/п	Найменуванняштамів	% поглинання О2при окисленні 8мкМ молочної кислоти лактатоксидазою (1 мг/мл білку)	% пригніченняоксидазної реакції при окисленні молочної кислотилактатоксидазою	Співвідношення:селенвмісний/вихідний
1	A. viridans 167	60±2,3	40±0,3	
2	A. viridans 167 + Se	58±2,1	42±1,4	1,05
3	B. subtilis 3	81±2,2	19±0,9	
4	B. subtilis 3 + Se	64±2,3	36±1,3	1,89
5	C. albicans ATCC 885-653	51±2,2	49±2,1	
6	C. albicans ATCC 885-653+ Se	41±0,9	59±0,8	1,2
7	P. aeruginosa ATCC 27853 F-51	62±2,4	38±2,6	
8	P. aeruginosa ATCC 27853 F-51 +Se	50±2,5	50±3	1,31
9	E. coli M 17	80±2,8	20±2,5	
10	E. coli M 17 + Se	38±1,8	62±2,1	3,1
11	K. pneumoniae ATCC 700603	68±2,4	32±0,8	
12	K. pneumoniae ATCC 700603 + Se	62±1,7	38±3,2	1,2
13	S. аureus ATCC 19433	68±0,8	32±1,6	
14	S. аureus ATCC 19433 + Se	42±2,5	58±2,7	1,8

Дані табл. 3 показують, що селенвмісні штами по відношенню до контролю володіють помітною пригноблюючою дією на поглинання кисню в оксидазній системі «лактатоксидаза – лактат».
Для проведення експериментів по транслокації, досліджувані мікроорганізми вирощувалися на елективних живильних середовищах, що містять 400 мкг/мл селеніту натрію. У повідомленні Г.М.Кременчуцького та співавт., 2008 була показана транслокація кишкової палички в організмі щурів. Експеримент проведений на білих щурах лінії Вістар. Використано 80 різностатевих тварин. Щури були розділені на 5 груп: 1 - контрольна (16 особин); 2, 3, 4, 5 дослідні - по 16 особин. Тваринам всіх дослідних груп через зонд в шлунок вводили по 1 мл 1-млрдної суспензії селенвмісних (0,5 – 0,7 мг) A. viridans 167 (2 група), E. coli M17 (3 група), B. subtilis (4 група), 5 групі вводилась суміш з трьох досліджуваних мікроорганізмів. Мінімальна транслоцируюча доза була встановлена шляхом проведення попереднього експерименту (Кутовий О. Б., 2003). Для перорального введення тваринам препаратов з селенвмісних мікроорганізмів доза розраховувалася таким чином, щоб при одноразовому введенні кожна тварина отримувала від 500 до 700 мкг пробіотичного селену. Ця доза дорівнювала від 50 до 60 мг сухої ваги мікробів, що відповідало приблизно 10 млрд бактерійних клітин. Забір периферичної крові у щурів вироблявся з вени хвоста до і через 90 хвилин після введення селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів. Зразки крові та сечі висівалися на середовище Ендо для визначення наявності кишкової палички, на селективно-індикаторне середовище СіС-2 для визначення аерококів і на МПА для підрахунку кількості бацил. Вміст селену в крові і сечі контрольних і дослідних тварин визначався інверсійно-вольтамперометричним методом визначення масової концентрації селену. В результаті проведеного експерименту була визначена динаміка накопичення селену в сироватці крові експериментальних тварин при траслокації селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів. У табл. 4, 5 представлені дані по наростанню концентрації селену в крові та сечі щурів в процесі явища транслокації. 
Таблиця 4
Вплив явища транслокації селенвмісних мікроорганізмів на рівень селену в крові експериментальних тварин
№п/п	Вид трансло-куємого мікроор-ганізму	Вміст селену (мкг/10 млрд клітин)	Кіль-кістьтва-рин	Вміст у крові щурів
				мікроорганізмів,КОЕ/мл	селену,мкг/л
				до введе-ння	ч/з 90 хв.після введення	до введе-ння	ч/з 90 хв.після введення
1	Контроль	0	16	0	0	320,6±25,4	324,4±31,4
2	A.viridans	520	16	0	(1,6±0,3)×103	338,9± 16,4	445,9± 21,1Р‹0,05
3	E.coli	630	16	0	(2,4±0,2) ×103	290,2±8,4	490,8 ± 32,8Р‹0,05
4	B.subtilis	510	16	0	(3,6±0,4) ×102	360,3±21,5	420,5± 18,9Р‹0,05
5	B.subtilis,E.coli,A.viridans	    654	16	0	B.subtilis-101,E.coli-102,A.viridans-102	324,4±12,5	498,5± 18,9Р‹0,05
Примітка: «Р» - критерій достовірності.

З табл. 4 видно, що при пероральному прийомі селенвмісних B. subtilis 3, E. coli М 17, A. viridans 167 підвищується рівень селену в крові експериментальних тварин (на 107 мкг/л – для A.viridans, на 200 мкг/л – для E.coli, на 60 мкг/л – для B.subtilis, на 174,1 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що, мабуть пов'язано з екскрецією селену клітинами, до і після їх попадання в кров.
З таблиці 5 можна зробити висновок, що не зважаючи на відсутність в сечі E.coli М 17 та B.subtilis 3 рівень селену в сечі зростає (на 4,6 мкг/л – для A. viridans 167, на 3,1 мкг/л – для E. coli М 17, на 3,6 мкг/л – для B. subtilis 3, на 3,6 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що пов'язано скоріш за все, з рівнем селену в крові.

Таблиця 5 
Вплив явища транслокації селенвмісних мікроорганізмів на рівень селену у сечі експериментальних тварин.
№п/п	Вид транс-локуємого мікроорга-нізму	Вміст селену (мкг/10 млрд клітин)	Кіль-кістьтварин	Вміст у сечі щурів
				мікроорганізмів,КОЕ/мл	селену,мкг/л






Примітка: «Р» - критерій достовірності.

Отримані дані свідчать про існування процесу транслокації пробіотичних мікроорганізмів, що містять селен при їх пероральному введенні тваринам. При цьому підвищується рівень селену в крові експериментальних тварин (на 107 мкг/л – для A.viridans 167, на 200 мкг/л – для E.coli М 17, на 60 мкг/л – для B.subtilis 3, на 174,1 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що, мабуть пов'язано з екскрецією селену клітинами, до і після їх попадання в кров. На користь часткової транслокації біоселену з кишечника в кров, говорить невідповідність кількості визначуваних клітин, що транслоцирувалися рівню приросту концентрації селену в крові тварин. Той факт, що пробіотичні селенвмісні мікроорганізми здатні транслоцируватись з шлунково-кишкового тракту, при цьому значно підвищувати рівень селену в крові, може бути використаний для розробки нового методу введення селену до макроорганізму за допомогою транслокації селенвмісних мікроорганізмів. З цих експериментів можна зробити висновок, що створено новий метод захисту селену до його проникнення у внутрішнє середовище макроорганізму (експериментальний) від його метаболізму й виведенню з калом у складі мікробіоценоти кишечнику. На користь та необхідність такого метода також вказує факт поглинання селену пробіотичними та умовно патогенними мікроорганізмами шлунково-кишкового тракту, що в свою чергу може привести до виходу поглиненого мікроорганізмами селену з екскрементами. Також вдалося показати появу A.viridans 167 в сечі при пероральному застосуванні, збільшення концентрації селену в сечі (на 4,6 мкг/л – для A.viridans 167, на 3,1 мкг/л – для E.coli М 17, на 3,6 мкг/л – для B.subtilis 3, на 3,6 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що пов'язано зі збільшенням селену в крові.
ВИСНОВКИ
У дисертаційній роботі на основі результатів досліджень та їх теоретичних узагальнень вирішено актуальну проблему щодо мікробіологічного удосконалення асоціації селенвмісних пробіотичних мікроорганізмів A.viridans 167, B.subtilis 3, E.coli М17, які застосовуються для виготовлення бактеріальних препаратів, вивчено їх антиоксидантні властивості і доведена можливість введення селену за допомогою явища транслокації в експерименті при їх пероральному застосуванні, що є підходом до поліпшення якості пробіотичних препаратів.
1.	За допомогою кольорової реакції відновлення селену з його солі, введеної у щільні поживні середовища доведено поглинання селену для A.viridans 167, E.coli М 17, B.subtilis 3 починаючи з концентрації Na2SeO3 10 мкг/мл. до 1000 мкг/мл.
2.	Встановлена динаміка поглинання селену з рідкого середовища пробіотичними штамами: A.viridans 167 – 520 мкг селену на 1 мг біомаси, B.subtilis 3 – 510 мкг селену на 1 мг біомаси, E.coli М17 – 630 мкг селену на 1 мг біомаси.
3.	 Доказано поглинання селену при рості на рідких середовищах умовно патогенними бактеріями, що може мати неоднозначне клінічне значення при прийомі препаратів селену перорально, а також підвищення їх резистентності до окислювачів (Н2О2, НСlO), які є основними бактерицидними факторами при фагоцитозі.
4.	На базі індикаторного середовища (СІС) розроблена низка індикаторних гелів з різними компонентами, що дає візуалізацію біохімічних реакцій відновлення, окислення, встановлення антиоксидантних властивостей неорганічних, органічних сполук і мікроорганізмів.
5.	Доведено, що селенвміщуючи пробіотичні мікроорганізмі, не пригнічуючи ріст один одного, зберігають виражену антагоністичну активність (від 4 до 12 мм зони пригнічення росту – для A.viridans 167, від 5 до 32 мм зони пригнічення росту – для B.subtilis 3, від 5 до 30 мм зони пригнічення росту) по відношенню до умовно патогенних і патогенних мікроорганізмів.
6.	Практично усі досліджені штами селенвміщующих пробіотичних і умовно патогенних мікроорганізмів володіють антиоксидантною активністю, інгібуючи оксидантну реакцію окислення лактату лактатоксидазою у гелі.
7.	Селенвміщуючи штами активно пригнічують в порівнянні з вихідними поглинання кисню у процесі окислення лактату лактатоксидазою: A. viridans 167 + Se – в 1,05 разів; B. subtilis 3 + Se – в 1,89 разів; C. albicans ATCC 885-653+ Se – в 1,2 разів; E. coli М 17 + Se – в3,1 разів; K. pneumoniae ATCC 700603 + Se- 1,2 разів; P. aeruginosa ATCC 27853 F-51 +Se – в 1,31 разів; S. аureus ATCC 19433 + Se – в 1,8 разів.
8.	Показано існування процесу транслокації пробіотичних мікроорганізмів, що містять селен при їх пероральному введенні тваринам. При цьому підвищується рівень селену в крові експериментальних тварин (на 107 мкг/л – для A.viridans 167, на 200 мкг/л – для E.coli М 17, на 60 мкг/л – для B.subtilis 3, на 174,1 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що, мабуть пов'язано з екскрецією селену клітинами, до і після їх попадання в кров.
9.	Показано появу A.viridans167 в сечі при пероральному застосуванні, збільшення концентрації селену в сечі (на 4,6 мкг/л – для A.viridans 167, на 3,1 мкг/л – для E.coli М 17, на 3,6 мкг/л – для B.subtilis 3, на 3,6 мкг/л – для всіх трьох досліджуваних мікроорганізмів), що пов'язано зі збільшенням селену в крові.
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АНОТАЦІЯ
Степанський Д.О. Вплив селену на пробіотичну асоціацію Aerococcus viridans 167, Bacillus subtilis 3 та Ecsherihia coli М 17. – Рукопис.
Дисертація на здобуття вченого ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 03.00.07 – мікробіологія. – ДУ “Інститут мікробіології та імунології ім. І. І. Мечникова АМН України”, Харків, 2009. 
Вивчено вплив селену на групу пробіотичних мікроорганізмів: мікроаерофілів, факультативних анаеробів та аеробів - A.viridans 167, E.coli М 17і B.subtilis 3, а також умовно патогенну флору.
Розроблена візуалізація біохімічних властивостей вивчаємих пробіотичних мікроорганізмів за допомогою серії індикаторних середовищ. На базі реакції окислення молочної кислоти розроблена модель вивчення антиоксидантної дії пробіотичних мікроорганізмів і біологічних субстратів.
Встановлено, що A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 приблизно однаково накопичують селен у клітинах. 
Було показано збереження антагоністичного впливу селенвмісних A.viridans 167, E.coli М 17 та B.subtilis 3 на умовно патогенну та патогенну мікрофлору. Доказана можливість введення селену в макроорганізм за допомогою явища транслокації. 
Ключові слова: селен, А.viridans 167, E.coli М 17, B.subtilis 3, селективно-індикаторне середовище, транслокація.

АННОТАЦИЯ
Степанский Д.А. Влияние селена на пробиотическую ассоциацию Aerococcus viridans 167, Bacillus subtilis 3 и Ecsherihia coli М 17. – Рукопись.
Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 03.00.07 – микробиология. – ГУ “Институт микробиологии и иммунологии им. И. И. Мечникова АМН Украины”, Харьков, 2009.
Остается малоизученным влияние солей селена на пробиотические микроорганизмы, их биологические свойства, влияние на условно-патогенных и патогенных микроорганизмов, а также действие селенсодержащих пробиотических микроорганизмов на человека и животных.
Изучено влияние селена на группу пробиотических микроорганизмов: микроаэрофилов, факультативных анаэробов и аэробов, - A.viridans167, E.coli М 17 и B.subtilis 3, а так же условно-патогенную микрофлору.
Разработана визуализация биохимических свойств изучаемых пробиотических микроорганизмов с помощью серии индикаторных сред. На базе реакции окисления молочной кислоты разработана модель изучения антиоксидантного действия пробиотических микроорганизмов и биологических субстратов.
Было выяснено, что A.viridans 167, E.coli М 17 и B.subtilis 3 приблизительно одинаково накапливают селен в клетках. Селенсодержащие штаммы активно угнетают по сравнению с исходными поглощение кислорода в процессе окисления лактата лактатоксидазой: А. viridans 167 + Se – в 1,05 раз; B. subtilis 3 + Se – в 1,89 раз; C. albicans ATCC 885-653+ Se – в 1,2 раз; E. coli М 17 + Se – в3,1 раз; K. pneumoniae ATCC 700603 + Se- 1,2 раз; P. aeruginosa ATCC 27853 F-51 +Se – в 1,31 раз; S. аureus ATCC 19433 + Se – в 1,8 раз.
Селенсодержащие A.viridans 167, E.coli М 17 и B.subtilis 3 сохраняют антагонистическую активность на условно-патогенную и патогенную микрофлору. Доказана возможность введения селена в макроорганизм с помощью явления транслокации. При этом повышается уровень селена в крови экспериментальных животных (на 107 мкг/л – для A.viridans 167, на 200 мкг/л – для E.coli М 17, на 60 мкг/л – для B.subtilis 3, на 174,1 мкг/л – для всех трёх исследуемых микроорганизмов), что скорее всего связано с экскрецией селена клетками до и после их попадання в кровь. Так же удалось показать появление A.viridans 167 в моче при пероральном употреблении, увеличение концентрации селена в моче (на 4,6 мкг/л – для A.viridans 167, на 3,1 мкг/л – для E.coli М 17, на 3,6 мкг/л – для B.subtilis 3, на 3,6 мкг/л – для всех трёх исследуемых микроорганизмов), что, по-видимому, связано с увеличением селена в крови.
Ключевые слова: селен, А.viridans 167, E.coli М 17, B.subtilis 3, селективно-индикаторная среда, транслокация.

ABSTRACT
Stepanskiy D.A. Influence of selenium on probiotic association Aerococcus viridans 167, Bacillus subtilis 3 Ecsherihia coli М 17. - Manuscript
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Influence of selenium is studied on the group of probiotic microorganisms: microaerofily ,faculties anaerobes and aerobes, - A.viridans 167, E.coli М 17 и B.subtilis 3 and conditional-pathogenic microorganisms. 
Visualization of biochemical properties of the studied probiotic microorganisms is developed by the series of indicator environments. On the base of reaction of oxidization of suckling acid the model of study of antioxidanted action of probiotic microorganisms and biological of substates is developed.
           It was also found out that all three participants of association A.viridans, E.coli and B.subtilis approximately identically accumulate selenium in celles.
Selencontaining A.viridans 167, E.coli М 17, B.subtilis 3 keep out antagonistic activities on conditional-pathogenic and pathogenic microflora. On exist the possibility of introduce of selenium in a macroorganism by the phenomenon a translocation.
Keywords: selenium, A.viridans 167, E.coli М 17, B.subtilis3, selective-indicator medium, translocation.



